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【要旨】 
下顎頭軟骨は頭蓋の中で最も旺盛な成長を示す場，growth site の一つであり，3 つの
細胞層が存在し，生体力学的環境の変化に対して複雑な反応を示すことが知られている．
矯正臨床では整形装置や機能的矯正装置などを用いて，顎顔面形態と咬合形成に大きな影
響を及ぼす下顎骨の成長を制御している．したがって，下顎頭軟骨の生体力学的力に対す
る適応反応のメカニズムを知ることは矯正臨床の領域で咬合形成を考えるうえで重要な課
題の一つであるといえる．本研究では，下顎頭軟骨の生体力学的力に対する細胞外基質の
反応性を明らかにすることを目的とし，成長期ラット切歯部咬合挙上モデルを用いて，関
節負荷により下顎頭に生じる組織学的変化および細胞外基質の mRNA 発現の変化を検討
し，以下の結果を得た．  
1，下顎頭軟骨における組織学的観察では，対照群との比較で実験群は増殖細胞層の細胞
密度の低下および軟骨細胞層での肥大軟骨細胞数の減少と toluidine blue に対する基質
の染色強度の低下を認めた．下顎頭軟骨の各細胞層では，実験群の線維層では咬合挙上
後 3，4 週に厚径の増加，増殖細胞層では 1，2 週に厚径の増加を認め，軟骨細胞層では
1，2，3 週に厚径の減少を認めた．細胞数は，増殖細胞層で 1 週に増加を認めた． 
2，下顎頭における実験群の DNA 含有量は実験期間の 1 週と 4 週で対照群に比べ有意に
増加した．GAG 含有量は実験期間を通じ，両群に有意差は認めなかった． 
3，下顎頭における collagen 含有量は実験期間を通じ，両群に有意差は認めなかった． 
4，下顎頭における各 collagen mRNA の発現は，Ⅰ型 collagen は 1 週，Ⅲ型 collagen は
1，2 週に高値を示した．Ⅱ型 collagen は 1，2，3 週に低値を示した．Proteoglycan の
mRNA 発現量は，実験群の 1 週で biglycan，decorin，PRELP，mimecan が，1，2 週
で fibromodulin，lumican，chondroadherin が有意に高い値を示した．また実験群の
2 週で aggrecan が低値を示した．その他の proteoglycan は実験期間を通し両群に有意
な変化は認めなかった．  
以上のことから，切歯咬合挙上により成長期ラットの下顎頭軟骨にかかる力学的負荷を
変化させると，増殖細胞層から軟骨細胞への分化および軟骨細胞の肥大化が抑制される一
方で，増殖細胞層の増殖および肥大軟骨細胞層での軟骨内骨化は維持されることによって
下顎頭軟骨の組織構造に変化を起こすこと，これらの変化は顎関節や周囲の組織の適応に
よって，元の組織構造に戻ることが示唆された．  
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【緒 言】  
顎関節は，側頭骨と下顎骨を連結する関節であり，生体の関節の中でも最も複雑
な形態と機能を有する．解剖学的に顎関節は，側頭骨下顎窩・関節結節と下顎骨下
顎頭，関節円板，円板後部組織，滑膜，靱帯等から構成される（Bell，1990）．顎
関節は，側頭骨と円板間の上関節，および円板と下顎頭間の下関節からなる複合関
節とみなすことができ，機能的にみると，上関節は主に滑走運動を，下関節は回転
運動を営むことから，ginglymo-arthrodial joint に分類される．また，顎関節の複
雑な形態と運動機能によって下顎頭の関節面では圧縮，剪断，引張応力が生じ，下
顎頭は複雑な力学的環境を受容する荷重負荷関節（load-bearing joint）でもあるこ
とが知られている（Brehnan et al., 1981; Hylander，1985; Boyd et al., 1990; 
Nitzan，1994; Kopp 1978; Hylander 1984; Kimura 1990; Tanaka et al., 1994）．
そして，成長段階において下顎頭軟骨は軟骨内骨化を生じることで，下顎骨の主要
な成長の場としても機能する（Symons，1951）．  
組織学的にみると下顎頭軟骨は 3 つの細胞層（線維層，増殖細胞層および軟骨細
胞層）から構成され，それぞれの細胞層は線維芽細胞，未分化間葉系細胞および軟
骨細胞の 3 つの細胞集団が存在する（Oberg et al., 1967; Folke & Stallard，1967; 
McNamara，1979; Stutzmann & Petrovic，1982; Copray et al., 1986; Luder et 
al., 1988; Silbermann & von der Mark，1990; Strauss et al., 1990; Chen et al., 
2012）．最表層の線維層では，細長い線維芽細胞が密に走行するⅠ型，Ⅲ型 collagen
線維束の間に散在している．増殖細胞層は，細胞外基質としてⅠ型 collagen で囲ま
れた，未分化間葉系細胞によって特徴付けられ，下顎頭軟骨における細胞増殖を行
う．軟骨細胞層の細胞外基質は，主にⅡ型 collagen であり，成熟に従い大きさが増
大，肥大化し，最終的に骨化前面で石灰化する．下顎頭軟骨は生力学的環境の変化
に対して高い適応能を有するとされているが（Imamura et al., 1973; McNamara & 
Carlson，1979; Copray & Liem，1989; Copray et al., 1989; Girdler et al., 1993; 
Mao et al., 1998; Ogawa et al., 1999; Rabie et al., 2001; 2003; Chayanupatkul et 
al., 2003; Xiong et al., 2004; Zhang et al., 2015），それに最も寄与しているのは未
分化間葉系細胞で，骨芽細胞と軟骨細胞への分化能を有している（Strauss et al., 
1990）．下顎頭軟骨の細胞外基質は，主に collagen と proteoglycan からなり，免疫
組織化学的研究より，Ⅰ型，Ⅱ型，Ⅲ型，Ⅵ型およびⅩ型 collagen，proteoglycan 
2 
 
core protein，glycosaminoglycan の存在が報告されている（Silbermann et al,．
1987; Mizoguchi et al,.1991; Rashed and Sharawy，1993; Salo and Kantomaa，
1993; Takahashi et al,. 1996）．これらの細胞外基質の組成によって結合組織の粘
弾性などの物理特性や機能は決まっていて（Jurvelin，1988; Danielson et al., 
1997; Tanaka，2003），collagen 線維は引っ張り応力に対する抵抗性を，
proteoglycan はそれに結合する GAG 鎖を介して剪断や圧縮に対する抵抗性を示す
ことが知られている（Carvalho et al., 1995; Scott et al., 1997; Robbins et al., 
1997）．Collagen はアミノ酸のグリシン-X-Y という特徴的な繰り返し配列を示し，
構成するアミノ酸組成により 30 種類以上の type が同定されている．代表的な
collagen として，Ⅰ型 collagen は骨，歯根膜，皮膚，腱などに広く分布し，太い線
維を形成することで伸展負荷に対する組織抵抗性を付与している．Ⅱ型 collagen は
軟骨組織に分布し，細い線維の網目構造を形成して proteoglycan を内包することに
よって圧縮力に対する抵抗性に寄与しているとされている（Merrilees＆Flint，
1980; Blaustein＆Scapino，1986; Willard et al., 2012）．Ⅰ型 collagen とⅡ型
collagen に対する免疫染色では，Ⅰ型 collagen は線維層と増殖細胞層に弱い反応
が，Ⅱ型 collagen とケラタン硫酸鎖（主に aggrecan の側鎖）の反応が軟骨細胞層
に認められた（Mizoguchi et al., 1997）．Proteoglycan は core protein にムコ多糖
の glycosaminoglycan が 1 本以上，共有結合した構造をとる分子の総称であり
（Iozzo，1999），分子量の違いにより，modular proteoglycan と small leucine 
rich proteoglycan（SLRP）に分類される（Iozzo & Murdoch，1996）．Modular 
proteoglycan は core protein の N 末端のヒアルロン酸結合領域を介してヒアルロン
酸と結合し，軟骨に特徴的な proteoglycan である aggrecan や，結合組織に広く分
布する versican がある．SLRP には decorin，biglycan，fibromodulin，lumican な
どがあり，アミノ酸配列や遺伝子構成の類似性によりクラスⅠからクラスⅤのサブ
ファミリーに分類される．  
下顎頭の成長のメカニズムを知るために，ホルモンやビタミンなどの内的刺激，
および外力や咬合の変化などの外的刺激が下顎頭の成長に及ぼす影響について検討
した研究はこれまでにも多く報告されている．In vivo では，片側咬合挙上は，ラッ
ト顎関節における proteoglycan 発現を増加させた（Mao et al，1998）．臼歯部に
よる咬合の変化は，Ⅰ型，Ⅱ型およびⅩ型 collagen およびコンドロイチン 4 硫酸の
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ラット下顎頭軟骨における発現活性を増加させた（Sasaki,1998）．ラットにおける
下顎運動の制限は，軟骨の厚さおよび軟骨の肥大領域におけるメタクロマジー反応
を減少させた（Ogawa,1999）．圧縮力は，下顎頭軟骨の細胞増殖および細胞外基質
合成に変化を引き起こすことが報告された（Copray,1985）．In vitro ではラット下
顎頭軟骨細胞への伸展負荷によりⅡ型 collagen や aggrecan の mRNA 発現の増加し
た（Huang et al., 2007）．しかし，生体力学的環境と細胞外基質の組成の変化につ
いてはいまだ不明な点が多い． 
そこで，本研究ではラット咬合改変モデルを作製して in vivo の実験系により生体
力学的環境と細胞外基質，とくに荷重負荷との関係性が比較的研究されている
proteoglycan の変化を調べた．過去にラットの咬合改変モデルを使用し，顎関節部
への影響を調べた研究はいくつか存在するが，そのほとんどは外科的処置を加え，
侵襲が非常に大きな方法が採用されている．本研究では侵襲が比較的少なく，咬合
改変を容易に行うことが可能な方法として，切歯部にレジン製の咬合挙上板を装着
し咬合挙上のみが行える中尾ら（2015）のラット咬合改変モデルを使用した． 
本研究では関節荷重による下顎頭軟骨の形態変化と細胞外基質の反応性を明らか
にすることを目的とし，成長期ラットに咬合挙上板を装着した咬合改変モデルを用
い，下顎頭軟骨における組織学的変化および collagen と proteoglycan の mRNA 発
現の変化を検討した． 
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【実験動物および方法】  
1. 実験動物 
実験動物には，生後 7 週齢の Wistar 系雄性ラット 104 匹を用い，対照群と実験群
の 2 群に分けた．すべての実験動物は通常のラット用固形飼料と水道水を十分に与
え，自由摂食とした．なお，本研究における動物実験は，北海道医療大学動物実験
規定に基づき承認を得た（承認番号：094）． 
 
2. 実験的咬合挙上装置の作製  
本研究で用いた咬合挙上装置は，7 週齢ラットの上顎歯列を印象採得し，歯科用超
硬石こうで上顎歯列模型を作製後，歯科充填用コンポジットレジン（BEAUTIFIL 
II．SHOFU INC.）を用いて作製した．咬合挙上装置の設計は，D:5.0 mm，W:7.0 
mm，H:3.0 mm とした（図 1）． 
 
3. 下顎頭軟骨への関節負荷  
顎関節部への関節負荷を増大させるため，ソムノペンチル（0.6 ml/kg 共立製薬）
による腹腔内麻酔下にて，上顎切歯にエッチング・ボンディング処理後，歯科充填
用コンポジットレジン（BEAUTIFIL Flow．SHOFU INC.）を用いて咬合挙上装置
を装着し，咬合改変モデルを作製した．また，咬合挙上装置を装着した際の臼歯部
の離開度は上下顎第一臼歯間で 3.0 mm となるように調整した．なお，実験期間中
に咬合挙上装置の咬耗，下顎切歯の咬耗および臼歯の挺出により，臼歯部離開度の
減少が認められた場合は，ラットの上顎前歯部に直接法によりコンポジットレジン
を築盛し，実験期間を通して臼歯部離開度がほぼ一定となるよう調整した．実験期
間は，1，2，3，および 4 週とし，装置未装着同週齢ラットを対照群として用いた． 
 
4. 試料の固定とパラフィン切片の作製 
各実験期間終了後，ラットはイソフルラン（マイラン製薬）吸入深麻酔下にて，
二酸化炭素（CO₂）吸入法により安楽死を施行し，その後頸椎脱臼を行った．頭部
を離断後，顎関節部組織を摘出し，4% paraformaldehyde / 0.1 M リン酸緩衝液
（pH 7.4）で 24 時間浸漬固定した．その後，4℃下で 10％EDTA 脱灰液を用いて 4
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週間脱灰し，通法に従い脱水処理し，パラフィンに包埋した．包埋試料からは厚さ 7 
µm の連続切片を作製した． 
 
5. 下顎頭軟骨における GAG 局在の観察 
下顎頭軟骨の GAG 局在を観察するために，Toluidine Blue 染色を行った．薄切切
片を通法に従い脱パラフィン後，0.04% Toluidine Blue（pH 4.1）染色を行い，封
入後，鏡検した． 
 
6. 下顎頭軟骨における組織学的観察（n=3） 
Toluidine Blue 染色した組織像を用いて，下顎頭軟骨の下方，軟骨細胞の存在す
る境界領域を基準線とし，垂直二等分線を引き，垂線と基準線のなす角の二等分線
を後方領域に引いた（図 2）．3 分割した領域のうち，中間領域に軟骨と骨の境界を
結ぶラインを設定，このラインと平行となるよう下顎頭表面に接線に引き，その位
置に垂線を立てそのライン上の各細胞層の厚径を計測した．咬合挙上の際に最も荷
重のかかる下顎頭の中央部を各細胞層の厚径計測部位とした．また，厚径計測部位
を中心とした 200 ㎛の幅に存在する各細胞層の細胞数を調べた． 
 
7. 下顎頭軟骨における GAG 含有量の定量（n=5）  
各実験期間終了後，顎関節より下顎頭を明示し，軟骨と骨の境界部を金冠鋏にて
切り取り，軟骨を採取して GAG 含有量の測定を行った．GAG の抽出は，採取した
下顎頭軟骨をホモジナズ後，500 µL のパパイン（Sigma）溶液を加え，60℃，24 時
間反応させた．その後，パパイン処理したサンプルに，等量の Dimethylmethylene 
Blue（DMB）溶液を加え，速やかに吸光度計で計測した．吸光度は，530 と 590 
nm の 2 波長の値を計測した．また，定量に際して，既知のサメ chondroitin 6-
sulfate（生化学工業）を連続希釈調整し，外的標準の設定を行った．また，得られ
た値は下顎頭軟骨の湿重量で補正し，下顎頭軟骨あたりの GAG 含有量とした． 
 
8. 下顎頭軟骨における DNA 含有量の定量（n=5）  
GAG 含有量と同様の手順で，下顎頭軟骨から DNA を抽出した．パパイン処理し
たサンプルに Hoechst 33258 を添加し，速やかに蛍光プレートリーダー（infinit 
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F200，TECAN）で計測した．外的標準の設定は，既知のウシ胸腺 DNA を用いて，
連続希釈調整を行い設定した．GAG 含有量と同様，得られた値は下顎頭軟骨の湿重
量で補正し，下顎頭軟骨あたりの DNA 含有量とした． 
 
9．下顎頭軟骨における collagen 含有量の定量（n=5）  
GAG 含有量と同様の手順で，下顎頭軟骨から hydroxyproline を抽出した．パパ
イン処理したサンプルに 6N HCL を加え 110℃に加熱し加水分解後，pH 指示薬とし
てフェノールレッドを加え 6N NaOH により中和し，試料を作製した．その後
Ehrlich 試薬による比色反応を，吸光度計で計測した．吸光度は 550nm の値を計測
した．また，定量に際して，L-trans-hydroxyproline（ナカライテスク）を連続希釈
調整し，外的標準の設定を行った． 
 
10．下顎頭軟骨における各 proteoglycan および各 collagen mRNA 発現の定量
（n=5） 
予備実験として end-point PCR 法にて下顎頭軟骨に発現のある proteoglycan の同
定を行い（表 1），発現を認めた各 proteoglycan の mRNA に対し，発現の定量を行
った．実験期間終了後，採取した下顎頭軟骨から，RNeasy mini Kit（Qiagen）を
用いて total RNA を抽出した．Omniscript reverse transcriptase protocol
（Qiagen）を用いて RT 法により，total RNA から cDNA の調整を行った．
Proteoglycan（aggrecan，versican，biglycan，decorin，fibromodurin，
lumican，PRELP，osteoadherin，mimecan，chondroadherin），collagen（Ⅰ型
collagen，Ⅱ型 collagen，Ⅲ型 collagen）および GAPDH（内的標準）に対し，連続
希釈系の試料を作製し，それぞれの cDNA 定量のための外的標準とした．各
proteoglycan，collagen と GAPDH に対する primer および exonuclease probe
（TaqMan probe）を作製し（表 2），Step One Real Time PCR System（Thermo 
Fisher Scientific Inc.）を用い，RT-PCR 法による mRNA 発現量の定量を行った． 
 
11．統計学的処理 
各実験により得られた値は，単変量 F 検定と Student’s t test により解析した．各
群における有意差は，危険率 5%未満（P＜0.05）をもって統計的有意差とした． 
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【結 果】 
1．下顎頭軟骨における GAG 局在の観察 
下顎頭の組織学的観察では，実験期間 2 週目に対照群と比較し，実験群で増殖細
胞層における細胞密度の減少および Toluidine Blue 染色による染色性の低下を認め
た．軟骨細胞層に限局して硫酸化 GAG に対し赤紫の染色を示すメタクロマジー反応
を認めたが，実験群ではメタクロマジーの反応は弱かった．また肥大軟骨細胞は対
照群と比べ，小型化していた．4 週目の組織像では対照群と実験群で違いは認めなか
った（図 3）． 
 
2．下顎頭軟骨における各細胞層の変化 
対照群と比べ，実験群では線維層で 3，4 週目に，増殖細胞層では 1，2 週目に厚
径の増加を認め，軟骨細胞層では 1，2，3 週目に厚径の減少を認めた（図 4，A）．
軟骨層全体の厚径は，対照群では 4 週目で加齢に伴う，厚径の減少を生じた．実験
群では 1 週目で厚径は減少したが，2 週目では厚径は増加した（図 4，B）．  
各細胞層の細胞数は，対照群と比べ，実験群では増殖細胞層の 1 週に有意な増加
を認めた．軟骨細胞層では，対照群，実験群の間に有意差は認められなかった（図
5）．  
 
 3．下顎頭軟骨における GAG 含有量 
実験期間を通し，対照群，実験群ともに加齢に伴い GAG 含有量は減少傾向を示し
た．対照群と実験群の間に有意差は認めなかった（図 6）． 
 
4．下顎頭軟骨における DNA 含有量 
 実験期間を通し，対照群と比較して，実験群で高い値を示す傾向を示し，1，4 週
目では実験群で有意に高い値を示した（図 7）．  
 
5．下顎頭軟骨における collagen 含有量 
実験期間を通し，対照群，実験群ともに加齢に伴い collagen 含有量は減少傾向を
示した．対照群と実験群の間に有意差は認めなかった（図 8）. 
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6．下顎頭軟骨における各 collagen および各 proteoglycan の mRNA 発現  
各 collagen における mRNA 発現は，対照群と比べ，実験群ではⅠ型 collagen は
1 週目，Ⅲ型 collagen は 1，2 週目に高値を示した．Ⅱ型 collagen は 3 週目まで有
意に低値を示した（図 9）．  
各 Proteoglycan における mRNA 発現は，対照群と比べ，実験群では aggrecan が
2 週目に低値，biglycan，decorin，PRELP，mimecan は 1 週目に高値を示した．
fibromodulin，lumican，chondroadherin では 1，2 週目に対照群と比較して実験群
で有意に高い値を示した．その他の proteoglycan は，実験期間を通して，対照群と
実験群の間に有意差は認めなかった（図 10,11）．  
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【考 察】  
1．咬合改変による顎関節の力学的環境の変化  
本研究では，生体力学的環境の変化に対する下顎頭軟骨組織の反応性を明らかに
することを目的とし，その実験手段として切歯部咬合挙上板を用いた．  
ラット顎機能の解析研究によると，ラットの主要な顎運動には臼歯部での咀嚼と切
歯部での切断の 2 つのストロークが存在する（Hiiemae，1971; Weijs & 
Dantuma，1975）．この 2 つのストロークでは，上下顎の歯の接触直前に食物を粉
砕する過程で発生する反作用力が顎関節に作用することになる．ラット顎関節の力
学的環境は下顎切歯（resistance; 抵抗点）と下顎頭頂部（fulcrum; 支点），その中
間に位置する下顎閉口筋群の筋力（effort; 作用力）であり第 III 種の梃子であると
考えられる（Hylander，1985）．力学的静的平衡状態を想定した切歯部切断ストロ
ークあるいは臼歯部咀嚼ストロークにおいて，下顎閉口筋群の筋力ベクトルは，切
歯あるいは臼歯の接触点および下顎頭に生じる力，すなわち 2 つの反作用力に分散
される．この梃子モデルの力学平衡解析によると，臼歯部咀嚼ストロークでは，咀
嚼筋の筋力が臼歯部に近い位置を通過するため顎関節部にほとんど荷重が負荷され
ない（図 12，B）．一方，切歯部切断ストロークでは，作用力と抵抗点である切歯間
の距離が増大するため，より大きい荷重が顎関節部に負荷されることになる（図
12，A）（Hiiemae，1971; Weijs & Dantuma，1975）．  
 本研究で用いた咬合改変モデルは，臼歯部咀嚼ストロークを排除し，より大きな
関節荷重が関節組織に負荷される切歯部切断ストロークの頻度の増加と持続時間を
延長させるよう設計されている（図 1）（Nakao et al., 2015）．本装置の装着によ
り，対照群に対してラット顎関節部への食事時の荷重負荷は増大し，時間において
増大しているものと考えられる． 
 次に，本咬合改変モデルによって生じる下顎頭軟骨の力学特性について述べる．
生体への荷重負荷は生体内に圧縮，引っ張り応力および剪断応力を生じる．ヒト顎
関節をモデルとした生体力学研究（Hylander，1985; Haskell et al., 1986; 
Kimura，1990; Hart et al., 1992）では，顎関節には機能時に圧縮応力と引っ張り
応力が複雑に作用すること，および領域によって異なる力学的環境を示すことが示
唆されている．また，凸面形態を有する関節組織表面に荷重が負荷された場合，中
央部には圧縮応力が集中する接触面（contact patch）を生じるが，その辺縁部には
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逆に引っ張り応力が分布することが知られており（O’Connor & Johnson 1993），い
ずれの関節組織も複雑な力学的環境下にあることがわかる．本研究では，顕著な組
織学的変化が認められた下顎頭軟骨中央部での圧縮応力が増大しているものと推察
される． 
 
2．咬合改変による下顎頭の組織学的変化 
 下顎頭軟骨の機能面での特徴の一つとして，機能圧を緩衝する関節機能と成長機
能を一つの軟骨組織で営んでいるが（Symons，1951），長管骨などのその他ので
は，2 つの役割をそれぞれ 2 つの組織，関節軟骨と成長板で担っている．下顎頭にお
ける成長は，増殖細胞層と軟骨細胞層での軟骨内骨化の一連の過程を経て行われ，
増殖細胞層における細胞分裂が新しい軟骨細胞を供給し，これらの細胞が下層に行
くに従って分化，肥大化し，併せて肥大軟骨細胞は骨髄側からの浸食により骨組織
に置換することで成長し，そのバランスが保たれることにより軟骨細胞層全体の厚
みが制御されている（Enlow，1968）．最表層の線維層はその下層に存在する軟骨組
織を保護する機能を有するが，下顎頭の成長には関与していない（Luder & 
Schroeder，1992）．本研究では，咬合挙上に伴って 1，2 週で増殖細胞層の厚径の
増加と軟骨細胞層の厚径の減少が認められたが，4 週では厚径の変化は認めなかっ
た．これらの厚径の変化には，各細胞層を構成する細胞の数，細胞の大きさおよび
細胞外基質の容量が関与していると考えられる（Luder & Schroeder，1992）． 
 まず細胞数については，3H-thymidine を用いたオートラジオグラフィーの研究
（Luder et al., 1988）から，下顎頭軟骨で増殖活性を示すのは線維層の線維芽細胞
と増殖細胞層の未分化間葉系細胞であり，軟骨細胞への分化後は増殖活性がないこ
とが明らかにされている．本研究では咬合挙上 1 週の下顎頭軟骨の DNA 量と増殖細
胞層の細胞数で有意な増加を示したが，2 週では増殖細胞層の細胞数に有意な差はな
かった（図 5）．このことから下顎頭軟骨の中央部における増殖細胞層の細胞数の増
加は，下顎頭軟骨全体での DNA 量の増加に関与した可能性がある．   
次に細胞サイズと細胞外基質の容量については，本研究では各細胞層における定
量的な検討は行っていないが，咬合改変によって軟骨細胞層だけが厚径の減少を示
し，肥大軟骨細胞の消失し軟骨細胞層の軟骨細胞のサイズの小型化を認められた
が，軟骨細胞層の細胞数では変化を認めなかった．下顎頭軟骨の厚径に主に寄与す
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るのは，増殖細胞層の増殖，軟骨細胞の細胞外基質合成および軟骨細胞の肥大化で
あるとされる（Luder et al., 1988）．本研究の 2 週の細胞層では著明な変化を示した
が，増殖細胞層での厚径の増加は，細胞外基質の増加による変化，軟骨細胞層で
は，肥大軟骨細胞への分化の抑制される一方で軟骨内骨化が進み，肥大軟骨細胞の
減少した分の軟骨細胞層の厚径は減少した可能性が考えられた． 
本研究とは実験モデルは異なるが，硬性固型飼料を用いて顎関節への関節荷重を
増大させたラットでは，本研究の所見と同様に軟骨層の厚径の減少と下顎頭の軟骨
細胞の小型化を報告しており（Kantomaa et al., 1992），これを増大した機能圧に対
する下顎頭軟骨の適応反応であるとしている．なぜ咬合挙上に伴う関節荷重の増大
が軟骨細胞の肥大化およびその後の軟骨内骨化を抑制するのかについては明らかで
はないが，有限要素法を用いた下顎頭軟骨の生体力学研究（Chen et al., 1998）によ
ると，下顎頭軟骨に負荷される力は，軟骨およびその直下の骨の境界部に集中する
ことが示されており，Young 率などの物性が著しく異なる組織間の界面である石灰
化開始部位，すなわち肥大軟骨細胞の領域に力が集中することが考えられる．した
がって，本研究でも同様に下顎頭の肥大軟骨細胞領域に関節荷重が強く作用し，こ
の力学的環境が軟骨細胞の肥大化を抑制する因子を刺激している可能性が考えられ
る．この点を明らかにするためには，今後，BrdU，Ki-67，PCNA あるいは
thymidine などを指標として各細胞層の増殖活性を組織学的に検討し，細胞動態を
確認する必要がある． 
 
3．咬合改変による glycosaminoglycan（GAG）の変化 
下顎頭軟骨に存在する GAG は，コンドロイチン硫酸（chondroitin sulfate; 
CS），デルマタン硫酸（dermatan sulfate; DS），ケラタン硫酸（keratan sulfate; 
KS）およびヒアルロン酸（hyaluronic acid; HA）である（Hargital et al,. 2018）．  
GAG は，core protein に共有結合して proteoglycan という複合糖質を形成し，その
組み合わせにより，現在までに 20 数種類の proteoglycan が見出されており，それ
ぞれ異なった分子構造と機能を持っている（Iozzo, 1996）．これらの GAG のうち，
HA 以外は硫酸化されていて，proteoglycan の発現変化に伴い，そこに結合する硫
酸化 GAG が赤紫に染色されるメタクロマジー反応を示す．本研究では，実験群 2 週
において下顎頭軟骨全体での両群間の GAG 量は有意な変化は示さなかったが，組織
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化学での結果は，軟骨細胞層にメタクロマジーの反応部位と反応強度の顕著な減少
を示した．   
本研究で硫酸化 GAG 鎖との結合能を有し，咬合挙上 2 週に mRNA 発現に変化の
あった proteoglycan は，aggrecan(100 本前後の KS と CS），biglycan（2 本の
DS），decorin（1 本の DS），mimecan（１本の DS），fibromodulin（2 本の KS）お
よび lumican（2 本の KS）であり（Kiani et al., 2002; Fisher et al., 1989; 
Funderburgh et al., 1997; Oldberg et al., 1989; Dunlevy et al., 1998; Neame et 
al., 1994），aggrecan のみ mRNA 発現が減少を示し，その他は増加を示していた．
これらの結果から，下顎頭軟骨の GAG 量は軟骨細胞が産生する aggrecan とそれに
結合する硫酸化 GAG の減少に対し，線維芽細胞と未分化間葉系細胞が産生する
aggrecan 以外の GAG 担体である proteoglycan が増加した結果，組織全体では実験
群の GAG 鎖の数が対照群と同等に保たれたと考えられる．つまり，荷重負荷により
GAG と proteoglycan の組成は変化したが，GAG の総量は変わらないことから，下
顎頭軟骨全体でみると GAG がもたらす組織の荷重抵抗性は維持された可能性が考え
られる． 
そして，軟骨細胞層のメタクロマジー反応の変化については，多くの硫酸化 GAG
を持ち，軟骨細胞層に高密度に存在する aggrecan の減少を強く反映した可能性が考
えられる．また，ウシの関節円板の proteoglycan に結合する硫酸化 GAG を調べた
研究では，関節負荷のかかる領域の硫酸化 GAG には長さに伸長を認めたとの報告が
あり（Scott et al,. 1995），本研究でも，aggrecan に結合する硫酸化 GAG もしくは
その他の proteoglycan に結合する硫酸化 GAG の長さの変化により，組織全体では
実験群の GAG 量は補償された可能性も考えられた． 
 
4．Collagen mRNA 発現  
Collagen は結合組織の細胞外基質の主要な構成要素であり，組織の機械特性に重
要な役割を担っている（Merrilees &Flint, 1980）．Collagen は，現在 30 近くの型
が発見されているが，下顎頭軟骨では，Ⅰ型，Ⅱ型，Ⅲ型，Ⅵ型，Ⅸ型，Ⅹ型
collagen の存在が明らかにされている（Silbermann et al., 1987; 1990; Luder et 
al., 1988; Strauss et al., 1990; Mizoguchi et al., 1990; 1996; 1997a; 1997b; Milam 
et al., 1991; Ali ＆  Sharawy，1995; 1996; Fukuda et al., 1999; Chen et al., 
13 
 
2012）．本研究では，線維性 collagen に分類され，組織の機械特性と関連性が高い 3
つの型の collagen mRNA 発現について検討した．下顎頭軟骨における collagen の
分布は，Ⅰ型 collagen は線維層と増殖軟骨層に存在し（Strauss et al., 1990.），方
向性が一定の太い線維を形成し，組織に牽引力に対する抵抗性を付与していて，Ⅱ
型 collagen は軟骨細胞層に存在して軟骨細胞成熟に伴い形成される軟骨特異的な
collagen である（Scott et al., 1986; Mizoguchi et al., 1990）．Ⅲ型 collagen は線維
層，増殖軟骨層，軟骨細胞層（Mizoguchi et al., 1997; Delatte et al., 2004; Zhang, 
2015）に分布を認め，成長が旺盛な胎生期や創傷治癒の初期などの組織改造が盛ん
に生じる部位に豊富に存在するとされている（Gay et al.,1987; Gage et al.,1990）． 
本研究における各 collagen mRNA 発現は，Ⅰ型では咬合挙上後 1 週，Ⅲ型は 1，
2 週に高値を示したのに対し，Ⅱ型は 3 週まで対照群と比較して有意に低い値を示し
た．この結果は，増殖軟骨層と軟骨細胞層の厚径変化のあった期間に相関してお
り，Ⅰ型，Ⅲ型 collagen の増加は増殖軟骨層，Ⅱ型 collagen の減少は軟骨細胞層で
生じた変化であると考えられる．荷重負荷に対する線維芽細胞を主体とする結合組
織のⅠ型 collagen mRNA 発現に及ぼす影響に関する in vitro の研究は数多く行われ
ている．ラット歯根膜由来細胞（Ozaki et al., 2005; Enokiya et al., 2010），ヒト膝
蓋腱由来細胞（Yang et al., 2004），ヒト前十字靭帯由来細胞（Lee et al., 2007）へ
の伸展負荷によって I 型 collagen mRNA 発現が増加することが報告されており，本
研究と一致する結果を示した．一方，Ⅲ型 collagen はⅠ型 collagen の原線維形成に
必要不可欠であることがⅢ型 collagen 遺伝子の突然変異の導入実験から明らかにさ
れている（Liu et al., 1997）．Ⅲ型 collagen mRNA 発現に関しては，伸展応力に対
して腱由来線維芽細胞で変化がないという報告（Yang et al., 2004）と間葉系幹細胞
で増加したという報告（Lee et al., 2007）があり，所見が分かれているが，これは
細胞や伸展刺激条件の違いによるものと考えられる．Ⅱ型 collagen は軟骨組織に特
徴的な細胞外基質であり（Evanko & Vogel，1993），水親和性の高い GAG 鎖を持つ
aggrecan を内包する 3 次元メッシュ構造を構築し，圧縮力，剪断応力に対する耐性
を組織に付与する（Stegenga et al., 1991;Tanaka et al., 2008）．荷重を加えた in 
vivo の研究では，間欠的負荷はⅡ型 collagen mRNA 発現を増加し（Smith et al, 
1996），静的な持続的荷重負荷では mRNA 発現を減少した（Ragan et al, 1999; 
Lotz et al., 1998）との報告がある．本研究ではⅡ型 collagen mRNA 発現の減少が
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認められ，さらに軟骨組織に特徴的な細胞外基質である aggrecan mRNA 発現の減
少も認められた．また，3H-proline を指標としたオートラジオグラフィーの研究結
果（Luder et al., 1988）によると，軟骨細胞層上層がⅡ型 collagen 産生の最も高い
領域との報告もある．以上から本研究における結果は，咬合挙上による下顎頭中央
部での持続的な圧縮応力の負荷によって，軟骨細胞層の分化直後から肥大化初期の
分化段階の軟骨細胞のⅡ型 collagen の産生が著しく抑制されたと考えられる．そし
て，Ⅱ型 collagen の減少に対し，喪失した荷重抵抗性を補うため増殖軟骨層のⅠ
型，Ⅲ型 collagen は増加したと推察される．これらの変化は，下顎頭軟骨における
軟骨細胞層と増殖細胞層の組織改造の一過程であり，これは適応反応であったのか
もしれない． 
 
5．Modular proteoglycan 
Aggrecan と versican は様々な機能ドメインから構成される core protein を有す
る大型の proteoglycan である（Roughley PJ & Lee ER, 1994; Zimmermann & 
Ruoslahti, 1989）．Aggrecan は HA 結合能を持ち，HA と巨大な複合体を形成す
る．そして，その core protein に結合した数多くの GAG 鎖によって，高度に水和し
たゲル体を形成することによって組織の力学的強度を生み出している（Bernhard & 
Panitch, 2012; Wight et al., 1991; Izzo , 1996）．一方，versican は，aggrecan と同
様に HA 結合能を持つが結合できる GAG 鎖は少なく（Campbell et al., 1996），腱
や靭帯といった牽引力のかかる，密度の高い線維性結合組織領域に見られ，組織の
形態維持，細胞増殖，細胞接着などの機能に関与する（Yamagata et al,. 1993; 
Zimmermann et al., 1994; Ang, 1999）．そして，aggrecan は，前述したように軟骨
細胞（Kiani et al., 2002），vercican は未分化間葉系細胞と線維芽細胞が産生する
（Iozzo & Murdoch, 1996; Ragan et al., 1999; Toriya et al., 2006）．本研究では，
aggrecan は 2 週目で対照群に対して有意に低い値を示し，versican は実験期間を通
じ変化を示さなかった．  
メカニカルストレスが軟骨の aggrecan に及ぼす影響に関する研究は数多く報告さ
れている．In vitro 研究では，関節軟骨細胞への間欠的な圧力が aggrecan mRNA 発
現を増加させることが示され（Smith et al., 1996），持続的静的圧縮は aggrecan 
mRNA 発現を低下させる（Ragan et al., 1999）という報告と，aggrecan mRNA 発
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現を増加させる（Takahashi et al., 1996）という報告があるが，これらはおそらく
圧縮応力の大きさの違いによる結果であると推察される．In vivo での研究について
は，周期的な圧力によって胎児の腱における proteoglycan 合成は著しく増加し
（Evanko et al., 1993），マウス尾椎間板への静的圧縮負荷が aggrecan mRNA 発現
を減少させることを報告した（Lotz et al., 1998）．以上から，本研究では咬合挙上
によって関節荷重の増大と，持続的な荷重負荷を行ったことで軟骨細胞による
aggrecan の産生が抑制されたと考えられる．つまり，今回の実験での軟骨細胞層の
変化は，荷重負荷により軟骨細胞の分化は抑制され，形態的に細胞は肥大化しない
ため対照群と比べ小型化し，軟骨細胞層の細胞外基質である aggrecan およびⅡ型
collagen を産生する肥大軟骨細胞の減少により，軟骨細胞層の厚径は減少して，下
顎頭軟骨の組織の荷重抵抗性に大きく影響した可能性が考えられる．  
 
6．Small leucine-rich proteoglycan（SLRP）  
本研究では，現在見つかっている 17 種類の SLRP（Schaefer & Iozzo, 2008）の
うち，予備実験において下顎頭軟骨でその発現が確認された 8 種類の SLRP の
mRNA の定量を行った．この 8 種類の SLRP のうち，咬合挙上によって mRNA 発
現が高い値を示したのは，biglycan，decorin，fibromodulin，lumican，
mimecan，PRELP，condroadherin の 7 つであり，これらのうち，PRELP と
condroadherin を除く SLRP は，collagen 原線維の形成に重要な役割を担っている
ことが明らかにされている（Brown ＆  Vogel, 1989; Scott et al., 1995; Danielson 
et al., 1997; Liu et al., 1997; Xu et al., 1998; Chakravarti et al., 1998; Svensson 
et al., 1999; 2000; Ezura et al., 2000; Ameye & Young, 2002; Corsi et al., 2002; 
Tasheva et al., 2002; Wadhwa et al., 2005; Douglas et al., 2006）．  
以降，本研究で mRNA 発現の増加したⅠ型，Ⅲ型 collagen の collagen 原線維形
成に関わると考えられる，SLRP Class I に属する biglycan と decorin，Class II の
fibromodulin と lumican，Class III の mimecan について述べる．  
Biglycan と decorin は，ヒトのアミノ酸配列でみると約 55%が同一であり，構造
的に類似性が高い SLRP である（Fisher et al., 1989）．免疫組織学的研究による
と，biglycan と decorin はともに下顎頭軟骨では線維層と増殖細胞層に分布する
（Del Santo et al., 2000; Corsi et al., 2002; Wadhwa et al., 2005; Liu et al., 
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2013）．したがって，関節荷重の増大に対する下顎頭軟骨における biglycan と
decorin mRNA 発現の増加には，主に線維層の線維芽細胞と増殖細胞層の未分化間
葉系細胞が関わっているものと考えられる． 
Decorin は，Ⅰ型，Ⅱ型，Ⅲ型 collagen 分子との結合能を有し，それぞれの
collagen 原線維の直径や形成速度を調整していることが in vitro の実験から明らか
にされている（Brown & Vogel, 1989; Scott et al., 1995; Douglas et al., 2006）．さ
らに，decorin 遺伝子を欠損させたマウスでは，腱や皮膚の collagen 原線維の直径
が不均一となり，組織の脆弱性を引き起こすことが報告されている（Danielson et 
al., 1997）．一方，biglycan は，遺伝子の欠損によって，decorin と同様に骨，皮膚
および腱の collagen 原線維の直径を不均一にすること，および２つの遺伝子の欠損
では，相乗（synergetic）作用を示すことが明らかになった（Svensson et al., 1999; 
2000; Ezura et al., 2000; Corsi et al., 2002; Ameye et al., 2002）．しかし，両者の
mRNA 発現は組織の力学的環境により異なった変化を示し，biglycan は圧縮主応力
に対して，decorin は牽引主応力に対して機能していると報告されている  （Scott et 
al., 1995; Mizoguchi et al., 1998; Evanko & Vogel, 1993; Robbins et al., 1997）．本
研究における biglycan と decorin の mRNA 発現は，咬合挙上装置による荷重負荷に
より 1 週目において高値を示した．つまりこの結果は下顎頭において圧縮力と牽引
力による複雑な生体力学的環境が生じていることを示唆している．本研究では，研
究対象を下顎頭軟骨全体で行ったため，領域別による mRNA 発現はわからないが，
咬合挙上装置による咬合改変では，下顎頭後上方部に圧縮主応力が生じ biglycan 
mRNA 発現が亢進し，decorin mRNA 発現の亢進はその周辺部は反作用として牽引
主応力が生じている可能性が考えられた． 
一方，fibromodulin と lumican 遺伝子の欠損マウスの実験（Svensson et al., 1999; 
2000; Ezura et al., 2000）では，前述した decorin と biglycan と同様にⅠ型
collagen 分子との結合能を有し，原線維の形成を調節していることが明らかにされ
ている．興味のあることに，この２つの SLRP は，Ⅰ型 collagen 分子への結合部位
を一部共有し（Svensson et al., 2000），fibromodulin の遺伝子欠損は，lumican の
mRNA 発現も減少させるが，何故か lumican のタンパク質発現および collagen 原線
維への結合量を増加させる．しかし，形成された collagen 原線維は細く，直径は不
均一で，組織の機械的強度が低下する（Svensson et al., 1999; Chakravarti, 
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2002）．このことは，２つの SLRP が collagen との反応に関して競合関係にあると
ともに，タンパク質レベルでは相補的に作用して組織の機械的強度の維持に寄与す
ることを示している．本研究では fibromodulin と lumican はいずれも 1，2 週目に
mRNA 発現は高値を示した．Fibromodulin と lumican は，Ⅰ型 collagen のほか，
Ⅲ型 collagen とも同様の collagen 原線維形成を行うことが報告されていることから
（Liu et al., 1997），これらの結果は同じく 1，2 週目に mRNA 発現に変化のあった
Ⅲ型 collagen の形成に伴う反応であったと考えるのが妥当である．In vivo によるマ
ウスの腱における fibromodulin と lumican の局在を調べた研究では，組織中に
fibromodulin と lumican，Ⅲ型 collagen が共存していた（Ezura et al., 2000）との
報告もあり，これらの結果は本研究を支持するものと考えられる． 
 Mimecan/osteoglycin は，骨組織，軟骨，皮膚などの様々な結合組織に広く分布
していることが明らかとなっているが（Benz et al., 1989; Funderburg et al., 
1997），下顎頭軟骨での局在は不明である．しかし，mimecan 遺伝子の欠損マウス
では角膜や皮膚の collagen 原線維の直径が増加し，さらに直径が不均一になること
が報告されている（Tasheva et al., 2002）． 
 Chondroadherin は軟骨，骨，腱などに認められるが（Larsson et al., 1991; 
Neame et al., 1994; Shen et al., 1998），下顎頭軟骨での局在は不明である．
Chondroadherin 遺伝子の欠損マウスでは，collagen 原線維の異常を含めて顕著な形
態的異常は認められないため，その機能は十分に明らかになってはいないが
（Hessle et al., 2013），細胞表面の受容体である syndecan と integrin との結合を
介して，細胞・基質間の反応（軟骨細胞のⅡ型 collagen との結合，骨芽細胞のⅠ型
collagen との結合）に重要な役割を担っていることが示されている（Camper et al., 
1997; Haglund et al., 2013; Mizuno et al., 1996）．一方，軟骨，皮膚，腱に存在す
る PRELP も，細胞・基質間の反応に関与していることが指摘されており
（Heinegard et al., 1986; Sommarin et al., 1989; Bengtsson et al., 2000），この２
つの SLRP は，細胞・基質間の反応を介して，下顎頭軟骨での細胞の分化，形態維
持に関与しているものと考えられる． 
以上から，本研究において mRNA 発現の増加を示した biglycan，decorin，
fibromodulin，lumican および mimecan は，力学的環境の変化に対する下顎頭軟骨
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のⅠ型，Ⅲ型 collagen の原線維の形成や改造過程に関与し，増殖細胞層における厚
径変化に大きく寄与したものと考えられる． 
 
7．下顎頭軟骨と SLRP の関係  
軟骨における細胞の成熟過程で，軟骨細胞への分化調節を行う甲状腺ホルモン関
連タンパク質（PTHrP）は，軟骨における細胞増殖の促進と軟骨細胞肥大の阻害す
る作用があり，PTHrP のノックアウトマウスによる研究では細胞増殖の低下と軟骨
細胞の早期の肥大を生じた（Suda et al., 1999; Amizaka et al., 1994）．SLRP につ
いては軟骨細胞分化での関与が報告されており，biglycan と fibromodulin の遺伝子
欠損マウスの研究では，下顎頭軟骨の軟骨細胞の増殖の減少，甲状腺ホルモン関連
タンパク質（PTHrP）発現の減少（Chen et al., 2009），軟骨層での軟骨細胞のアポ
トーシスの促進（Wadhwa et al., 2005），骨代謝を促進（Embree et al., 2011）する
ことが報告されている．本研究における下顎頭軟骨の組織学的な観察では，実験群
の 2 週目に軟骨細胞層の厚径減少を認め，この変化を軟骨細胞の肥大化の抑制によ
り細胞層の構成変化を生じた結果であると推察している．ラットの下顎骨に器具を
装着し，前方誘導を行った研究では荷重変化による PTHrP の発現増加と，肥大軟骨
の分布を示すマーカーの減少を認めた（Rabie, 2003）という報告もあり，本研究で
厚径の減少と細胞の小型化を認めた軟骨細胞層での反応と類似している．よって，
咬合挙上による力学的環境の変化で生じた SLRP の発現変化も，PTHrP 発現に関与
して，軟骨細胞分化の抑制に影響を与えた可能性がある．   
しかし，本研究では下顎頭軟骨における変化しか検討を行っていないため，今後
は軟骨から骨領域まで対照を拡大し，荷重負荷に対する下顎頭軟骨の骨分化への影
響や骨構造の変化も検討していく必要がある．  
 
8．咬合改変による下顎頭軟骨と関節円板の変化  
関節円板は，下顎骨の運動時における円滑な動き促進するとともに機械的な力を
吸収する shock absorber としても働き（Osborne, 1985），線維芽細胞と軟骨細胞様
細胞で構成される．本研究と同様のラット咬合挙上モデルを用い，関節円板の
proteoglycan の発現を調べた研究（Nakao et al., 2015）では GAG の局在は咬合挙
上時において最も荷重の負荷される部位である関節円板後方部に増加し，versican
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は 3 週目，biglycan，chondroadherin は 2 週目，decorin は 4 週目に増加を示し
た．また，厚径の変化を本研究の結果と比較すると，下顎頭軟骨中央部の線維層の
厚径増加と同じ時期である咬合挙上後 3 週以降に関節円板後方肥厚部でも有意な厚
径増加がみられた．この時期の一致は，下顎頭軟骨中央部と関節円板後方肥厚部は
切歯部切断ストローク時に相互に対向する部位であること，および両組織に含まれ
る細胞が同じ線維芽細胞であることによるものと考えられる．次に，versican の
mRNA 発現については，関節円板と本研究の下顎頭軟骨では，両者は組織学的に近
接して力学的環境が近似していると考えられるが，mRNA 発現の結果は異なってい
た．Versican の分布領域を比較すると，下顎頭軟骨で分布を示すのは線維層と増殖
細胞層の 2 つの領域であり，特に増殖細胞層では上層部のみに高い発現を認める
（Kimata et al., 1986; Shibata et al., 2003）．一方関節円板は線維芽細胞を主体と
した均一な組織構造で，versican の mRNA 発現は組織全体であり，下顎頭軟骨では
限られた領域での mRNA 発現しか生じないため下顎頭軟骨全体として結果に変化が
生じなかった可能性が考えられた．SLRP の mRNA 発現を比較すると，下顎頭軟骨
では関節円板で増加を示した biglycan，decorin および chondroadherin の 3 つの
proteoglycan に加えて，fibromodulin，lumican，mimecan，PRELP の mRNA 発
現の増加もみられた．この相違は，下顎頭軟骨にのみ存在する増殖細胞層の未分化
間葉系細胞あるいは軟骨細胞層の軟骨細胞の関節荷重に対する反応が大きく寄与し
ていることが推察される．また，咬合挙上によって SLRP の mRNA 発現が増加した
時期をみると，関節円板が咬合挙上後 3 週と 4 週であった（Nakao et al., 2015）の
に対し，下顎頭軟骨では 1 週と 2 週であった．このことは，下顎頭軟骨での適応反
応は，その複雑な細胞構成を反映して，比較的均一な細胞集団（線維芽細胞と軟骨
様細胞）からなる関節円板よりも早いことを示唆している． 
今後，荷重負荷による顎関節単位での変化を解明するにあたり，下顎頭軟骨にお
ける局在は明らかにされていない SLRP について，適切な抗体による免疫組織化学
や in situ hybridization を利用して，下顎頭軟骨での SLRP のタンパク質や mRNA
発現を検討する必要があると考える． 
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【結 論】 
 切歯咬合挙上により成長期ラットの下顎頭軟骨にかかる力学的負荷を変化させる
と，増殖細胞層から軟骨細胞への分化および軟骨細胞の肥大化が抑制される一方で，
増殖細胞層の増殖および肥大軟骨細胞層での軟骨内骨化は維持されることによって
下顎頭軟骨の組織構造に変化を起こすこと，これらの変化は顎関節や周囲の組織の適
応によって，元の組織構造に戻ることが示唆された． 
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図1 切歯部咬合挙上装置の模式図
咬合挙上装置は幅径（D）：5.0 mm, 前後径（W）：7.0 mm, 高径（H）：3.0 mmで設
計した．
図2 下顎頭軟骨の軟骨層の形態計測の方法
下顎頭軟骨の下方，軟骨細胞の存在する境界領域を基準線とし，基準線の両端から設定
した中点より垂直二等分線を引き，垂線と基準線のなす角の二等分線を後方領域に引い
た．3分割した領域のうち，中間領域に軟骨と骨の境界を結ぶラインを設定（黄色の矢印
に示す），このラインと平行となるよう下顎頭表面に接線に引き，その位置に垂線を立
てそのライン上（赤線）の各細胞層の厚径を計測した．
図3 咬合挙上2週と4週における下顎頭軟骨の組織像（Toluidine Blue 染色 pH4.1）
(a) 2週における対照群の下顎頭軟骨の組織像 (b) 2週における実験群の下顎頭軟骨の組織
像．実験群で増殖細胞層における細胞密度の減少およびToluidine Blue染色による染色性
の低下を認めた．軟骨細胞層では限局した赤紫のメタクロマジーを認めた. 実験群では肥
大軟骨細胞の小型化とメタクロマジーを示す反応領域の減少を認めた． (ⅽ)4週における
対照群の下顎頭軟骨の組織像 (d)4週における実験群の下顎頭軟骨の組織像．両群の組織
像に違いは認めなかった． F：線維層，P：増殖細胞層，C：軟骨細胞層.
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図4 咬合挙上による下顎頭軟骨の各細胞層の厚径変化
（A) 実験群では線維層は3, 4週目，増殖細胞層では1, 2週目に厚径の増加を認め，軟骨細
胞層では3週目まで厚径の減少を認めた．（n=5, mean±S.D., ＊P ＜ 0.05）
（B）軟骨層全体の厚径は，対照群では4週目で加齢に伴う，厚径の減少を生じた．実験
群では1週目で減少したが，2週目では増加した．
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図5 咬合挙上1，2週での下顎頭軟骨の増殖細胞層、軟骨細胞層の細胞数
各細胞層における細胞数は，増殖細胞層の1週に有意な増加を認めた．軟骨細胞層では，
対照群，実験群の間に有意差は認められなかった．(n=5, mean±S.D., ＊P ＜ 0.05)
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図6 咬合挙上における下顎頭軟骨のGAG量の変化
下顎頭軟骨におけるGAG含有量の変化は，実験期間を通じ，対照群，実験群の間に有意
差は認めなかった．(n=5, mean±S.D., ＊P ＜ 0.05)
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図7 咬合挙上における下顎頭軟骨のDNA量の変化
下顎頭軟骨におけるDNA含有量の変化は，実験期間の1週目，4週目に実験群で有意に増
加した．(n=5, mean±S.D., ＊P ＜ 0.05)
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図8 咬合挙上における下顎頭軟骨のcollagen量の変化
下顎頭軟骨におけるcollagen含有量の変化は，実験期間を通じ，対照群，実験群の間に有
意差は認められなかった．(n=5, mean±S.D., ＊P ＜ 0.05)
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図9 咬合挙上による下顎頭軟骨の各collagenのmRNA発現
各collagenにおけるmRNA発現はⅠ型collagenでは1週目，Ⅲ型collagenは1, 2週目に高値
を示した．Ⅱ型collagenは3週目まで対照群と比較して有意に低い値を示した．（n=5, 
mean±S.D., ＊P ＜ 0.05）
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図10 咬合挙上による下顎頭軟骨の各ProteoglycanのmRNA発現
各proteoglycanにおけるmRNA発現は，対照群と咬合挙上群の比較では，咬合挙上群の
aggrecanは2週目にて低値，biglycanは１週目，decorinは1週目，fibromodulin，
lumicanは1週目，2週目に有意に高い値を示した．その他のproteoglycanは，実験期間を
通して，対照群と実験群の間に有意差は認められなかった．（n=5, mean±S.D., ＊P ＜
0.05）
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図11 咬合挙上による下顎頭軟骨の各ProteoglycanのmRNA発現
各ProteoglycanにおけるmRNA発現は，PRELPの1週目，mimecanの1週目，および
chondroadherin1週目，2週目に対照群と比較して有意に高い値を示した．その他の
proteoglycanは，実験期間を通して，対照群と実験群の間に有意差は認められなかった．
（n=5, mean±S.D., ＊P ＜ 0.05）
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図12 （A）切歯部切断ストロークおよび（B）臼歯部咀嚼ストロークにおけるラット顎
関節部の力学的環境
（R）：顎関節部の機能圧（E）：咀嚼筋の筋力（F）：咬合力
Molecule Primer sequence Amplicon length Accession no.
Aggrecan Sense（5’-3’） GGACAATCTTCTGGAGCAATCG 927 NM_022190
Antisense（5’-3’） TGAAGTGCCTGCATCTATGTCG
Versican Sense（5’-3’） GACTATGGCTGGCACAA 592 AF072892
Antisense（5’-3’） GACTATGGCTGGCACAA
Decorin Sense（5’-3’） TGGCATAATCCCTTACGACCC 578 X59859
Antisense（5’-3’） CTCGGATACATCCGCATCTCA
Biglycan Sense（5’-3’） TATCGAGTTGGAGGATCTACTTCGC 424 U17834
Antisense（5’-3’） TCGTTGGTGAGAGTCTCTGAGGA
Fibromodulin Sense（5’-3’） CAGAAGATCCCTCCCGTCAAC 493 X82152
Antisense（5’-3’） CCGATAGGCAAAGTTAGGTGGG
Lumican Sense（5’-3’） ACTACAACAATTTGACCGAGTCCG 630 X84039
Antisense（5’-3’） TGTACGAGTGTCTACGTGTAGCAAATG
PRELP Sense（5’-3’） ACTACAACAAGCTGTCGGATCGA 466 AF163569
Antisense（5’-3’） CGTGGATGGTAAATACCACATAACCT
Keratocan Sense（5’-3’） TGTCCACCGAGTTTCCCTAC 706 NM_001108087
Antisense（5’-3’） CTTTCCCCGAATCAATGCTA
Osteoadherin Sense（5’-3’） CAACATCAATGTACTGTGACAACCG 948 AF104362
Antisense（5’-3’） GCGCTATCAAGATGAGGAAGAGG
Chondroadherin Sense（5’-3’） CTGAAGAGCATCCCCGACAAT 692 AF004953
Antisense（5’-3’） ATCGGAGCTAACCAGTGGTCATC
Mimecan Sense（5’-3’） TGCTATTGTTCGTGCCTCTG 792 NM_001106103
Antisense（5’-3’） GAAGAGATCCGCCTGGAGG
Asporin Sense（5’-3’） TACTGCTTTTGGCTGTGTGC 978 NM_001014008
Antisense（5’-3’） CTTCTGTCCAACAGTGCCAA
Epiphycan Sense（5’-3’） TATGCTCAGTCACCCTGTGC 729 AF104362
Antisense（5’-3’） CAGCAACAACAGACTCGGAA
GAPDH Sense（5’-3’） TGCCACTCAGAAGACTGTGG 654 AB017801
Antisense（5’-3’） GGATGGAATTGTGAGGGAGA
表1 End-point PCR用のprimer
Molecule Primer and probe sequence
Amplic
on
length
Accession no.
Aggrecan Sense（5’-3’） CTCGGGAGCATTCGATGG 85 NM_022190
Antisense（5’-3’） GACAGAACTTTGGTGGAGTCTATAACC
Probe（5’-3’） TGGACTTGTCTCAGGTTTCCCTACGGTGT
Versican Sense（5’-3’） CCTGCAAGAAGGGAACAGTTG 66 AF072892
Antisense（5’-3’） GAAAATGCCAAGACCTTTGGAA
Probe（5’-3’） TGCGGCCAACCCCCTGTTGT
Decorin Sense（5’-3’） GGCGGCAACCCACTGA 66 X59859
Antisense（5’-3’） GGGAATGAAGGGTCTCGGA
Probe（5’-3’） AACTCTGGGATTGAAAATGGAGCCTTGC
Biglycan Sense（5’-3’） CCTACTGGGAAGTGCAGCCT 67 U17834
Antisense（5’-3’） TGGCCATCCAATTTGGAAA
Probe（5’-3’） CCACCTTCCGCTGCGTCACTGA
Fibromodulin Sense（5’-3’） CAAGCTGCAGGTGCTACGC 60 X82152
Antisense（5’-3’） GCGCTATGCCGGTGGA
Probe（5’-3’） TGGATGGGAACGAGATCAAGCGC
Lumican Sense（5’-3’） TCGCTTCACCGGGCTTC 70 X84039
Antisense（5’-3’） AGTGGCGTGCCTGGAAAC
Probe（5’-3’） TACTTGCGTTTATCTCACAATGAGCTGGCTGA
PRELP Sense（5’-3’） GCGGCTGGATGGGAATTT 61 AF163569
Antisense（5’-3’） CCTCATGATGTGCTTCCGC
Probe（5’-3’） CTGAAGCCACCCATCCCGTTGG
Osteoadherin Sense（5’-3’） ACATTCAGCAACTCAACCTTCAGT 83 AF104362
Antisense（5’-3’） TCATCAATGCAACTCATCTTAAAGAA
Probe（5’-3’） CAATGATATTGAGGCTGTGACTGCAGATTCA
Mimecan Sense（5’-3’） CGATGATACATTCTGCAAGGCTAA 71 NM_001106103
Antisense（5’-3’） GAAGAGATCCGCCTGGAGG
Probe（5’-3’） TACATTCGGGAGCGCAT
Chondroadherin Sense（5’-3’） GGAAATGCACATGCCAGCT 64 AF004953
Antisense（5’-3’） AAGCCAAGACTTCTCGACCAGA
Probe（5’-3’） CGTGGCCTTCGACGGTGGTTG
Ⅰ型collagen Sense（5’-3’） GGAGAGTACTGGATCGACCCTAAC 78 NM_053304
Antisense（5’-3’） TGCAACATGGAGACAGGTCAG
Probe（5’-3’） AAGGCTGCAACCTGGATGCCATCA
Ⅱ型collagen Sense（5’-3’） GACTGGCGAGTCTTGCGTCTA 67 NM_012929
Antisense（5’-3’） AAGAACTGGTGGAGCAGCAAG
Probe（5’-3’） CCCAACCCAGCGACTGTGCCTC
Ⅲ型collagen Sense（5’-3’） TGGCCCTGTTGCTTTTTATAAG 88 NM_0320851
Antisense（5’-3’） TGTGTTCCTTGCTTTAATCTCG
Probe（5’-3’） CAAACTCTCTGAAACCCAGCAAAACAAAA
GAPDH Sense（5’-3’） TGCCAAGTATGATGACATCAAGAAG 71 AB017801
Antisense（5’-3’） ACTAAAGGGCATCCTGGGCT
Probe（5’-3’） TGGTGAAGCAGGCGGCCGA
表2 real-time PCR用のprimerおよびprobe
